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シナプスマーカー VGLUT1, VGAT を用いた嗅球神経回路の
新たな形態学的解析











球で検討した．まず，嗅球を抗 VGLUT1抗体，抗 VGAT 抗体で単染色し，電子顕微鏡で観察する
と，非対称性シナプス，対称性シナプスのシナプス終末がそれぞれ標識されることが確認できた．
次に単一の僧帽細胞をウイルスベクター注入により標識し，抗 VGLUT1抗体，抗 VGAT 抗体で多





















































































































て固定し，palmitoylation site を結合した green 
fluorescent protein（palGFP，0.13×1010 IU/ml）





（Bregma から前方4.3 mm，側方0.4 mm，深度 
1.6 mm）へ Hamilton syringe（3005FN，Norgren 
Kloehn，USA）により注入し，48時間後に灌
流固定した．50 μm 厚の切片を作製後，光学
顕 微 鏡 で 観 察 し（Olympus BX61 Olympus，







　50 μm 厚に切断した切片を１%BSA と0.5% ア
ジ化ナトリウムを含有する PBS で１時間ブロッキ
ングし，以下に示す抗体のうちの１種類を３日間反
応させた：⑴抗 GABA 抗体（mouse anti-GABA 
IgG，1:5000，Swant，Switzerland），⑵抗 glutamate 
decarboxylases of 65kDa and 67kDa （GAD65/67）
抗体（rabbit anti-GABA65/67 IgG，1:5000，
Chemicon International，USA），⑶抗 VGLUT1抗
体（mouse anti-VGLUT1 IgG，1:1000，Synaptic 
Systems，Germany），⑷抗 VGAT 抗体（rabbit 
anti-VGAT IgG，1:5000，MilliporeSigma，USA），
⑸抗 parvalbumin（PV） 抗体（mouse anti-PV 






Jackson ImmunoResearch，USA または anti-rabbit 
IgG，1:200，Jackson ImmunoResearch）に２時間



















⑴抗 GFP 抗体（chicken anti-GFP IgY，1:10000，




抗 VGAT 抗体（rabbit anti-VGAT IgG，1:5000，
MilliporeSigma），⑸抗 PV 抗体（goat anti-PV 
IgG，1:5000，Swant）．PBS で 洗 浄 し た の ち
に，切片は biotin 標識された二次抗体（anti-
chicken IgY，1:200，Jackson ImmunoResearch








ギ IgG 抗体（donkey anti-rabbit IgG，1:200，
Jackson immunoresearch），⑷Cy3標 識 抗 マ ウ
ス IgG 抗体（donkey anti-mouse IgG，1:200，
Jackson immunoresearch），⑸Cy3標識抗ヒツジ
IgG 抗体（donkey anti-goat IgG，1:200，Jackson 
immunoresearch），⑹Alexa Fluor 647標 識 抗 ウ
サギ IgG 抗体（donkey anti-rabbit IgG，1:200，
Jackson immunoresearch），⑺DyLight 405標識抗




































　VGLUT1，VGAT 陽 性 部 位 に シ ナ プ ス が
存在するかを調べるために，GFP もしくは
mRFP で標識した僧帽細胞を含む切片を，抗
GFP 抗体または抗 mRFP 抗体と抗 VGLUT1
抗体，抗 VGAT 抗体で上記手順により標識
し，共焦点レーザー顕微鏡 （LSM700，Zeiss，



















の平均を Image J（National Institutes of Health，
USA）を用いて計測し，EPL の内側部（EPLi）
を基準として，相対的な輝度を計算した．統計




















嗅球を A）toluidine blue，B）GABA，C）GAD65/67，D）PV，E）VGLUT1，F）VGAT，G）PSD95，H）gephyrin で標識した．
GABA や GAD65/67は，嗅球全層にわたって存在しており，PV は EPL，特に EPL の外側に分布している．一方，シナプ
スマーカーである VGLUT1，VGAT，PSD95，gephyrin は GL や EPL により多く存在している．Abbreviation：GL; 糸球体
層，EPL; 外網状層，MCL; 僧帽細胞層，GCL; 顆粒細胞層，GAD65/67; glutamate decarboxylases of 65kDa and 67kDa，PV; 
parvalbumin，VGLUT1; vesicular glutamate transporter1，VGAT; vesicular GABA transporter，PSD95; post synaptic density 95 
















































































ため，この解析では EPL を EPLoと EPLi に分
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図２．僧帽細胞とシナプスマーカー，ニューロンマーカーの共存
A）僧帽細胞をウイルスベクターにより標識した（赤）．MCL に細胞体，GL に Tuft，EPL に二次樹状突起が存在する．
B-E）GFP で標識した僧帽細胞（緑）を抗 VGLUT1抗体（白），抗 VGAT 抗体（青），抗 PV 抗体（赤）で多重染色し，
共焦点レーザー顕微鏡で撮影した画像を最大値投影法で示した．GFP と VGAT，VGLUT1が共存する部分には，僧帽細
胞上に対称性シナプスや非対称性シナプスが存在していること，PV が VGLUT1と隣接するか VGATと共存する部分では，
PV 陽性ニューロンと僧帽細胞によりシナプスが形成されていることが推測できる．Abbreviation：GL; 糸球体層，EPL; 外
網状層，MCL; 僧帽細胞層，GCL; 顆粒細胞層，mRFP; monomeric red fluorescent protein，GFP; green fluorescent protein，









鏡像．非対称性シナプスが認められる（黒矢印）．B1-B3）GFP で標識した僧帽細胞と VGAT の二重染色像．共存する部
位が確認できる（白矢頭）．B4）同部位の電子顕微像．対称性シナプスが認められる（黒矢頭）．Abbreviation：VGLUT1; 
vesicular glutamate transporter1，VGAT; vesicular GABA transporter，bar: A1-3，B1-3; 2 μm，A4，B4; 500 nm
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図５．VGLUT1，VGAT のモンタージュ画像





VGAT が GL に多く分布し，EPL に中等度存在している．
Abbreviation：GL; 糸球体層，EPL; 外網状層，MCL; 僧帽
細胞層，GCL; 顆粒細胞層，VGLUT1; vesicular glutamate 
transporter1，VGAT; vesicular GABA transporter，bar: A，B; 
20 μm
図６．嗅球各層の相対的な輝度
VGLUT1，VGAT の輝度を EPLi を基準にして計算した．
VGLUT1では，EPLi，EPLo で最も高く，その他の領域は
中等度であった．また，GL と EPLi，GL と EPLo の間に
は有意な差が認められた（P< 0.05）．VGAT では，GL でもっ
とも高く，EPLi と EPLo では中等度であり，GCL で最も
低かった．GL と GCL，GL と MCL，EPLo と GCL，EPLo
と MCL，EPLi と GCL，EPLi と MCL，MCL と GCL の間
には有意差が認められた（P< 0.05）．Abbreviation：GL; 糸
球体層，EPLo; 外側の外網状層，EPLi; 内側の外網状層，
MCL; 僧帽細胞層，GCL; 顆粒細胞層，VGLUT1; vesicular 







A，GL= 0.82 ± 0.05，EPLo= 0.96 ± 0.08，EPL= 1，
MCL= 0.83 ± 0.12，GCL= 0.81 ± 0.10，GL-EPLo : 
P< 0.05，GL-EPLi : P< 0.05，GL-MCL : P= 0.810，
GL-GCL : P= 0.878，EPLo-EPLi : P= 0.422，EPLo-
MCL : P= 0.210，EPLo-GCL : P= 0.137，EPLi-MCL 
: P= 0.093，EPLi-GCL : P= 0.052，MCL-GCL : P= 
0.305）．一方，VGAT は，GL で最も多く，EPLiと
EPLo では中等度，MCL にも軽度存在し，GCL で
最も少なかった．また，GLとEPLo，GLとEPLi，
EPLoとEPLi の間以外では有意差が認められた 
（図６B，GL= 1.10 ± 0.09，EPLo= 0.99 ± 0.04，
EPL= 1，MCL= 0.78 ± 0.09，GCL= 0.70 ± 0.10，
GL-EPLo : P= 0.208，GL-EPLi : P= 0.137，GL-MCL 
: P< 0.05，GL-GCL : P< 0.05，EPLo-EPLi : P= 0.916，
EPLo-MCL : P< 0.05，EPLo-GCL : P< 0.05，EPLi-























GABA を小胞内に取り込むトランスポーター，VGAT が存在している．また，gephyrin は GABAA 受容体に付着している．
そのため，これらに対する抗体を用いれば，シナプス前・後部を染めることができる．A2）A の四角 A2を詳しく見たもの．
非対称性シナプスにおいて，シナプス小胞には，グルタミン酸を取り込むトランスポーター，VGLUT1が存在している．また，
PSD95は，NMDA 受容体に付着している．Abbreviation: VGLUT1; vesicular glutamate transporter1，VGAT; vesicular GABA 

































































多く存在し，VGAT は，GL や EPL に多く存在
するなど ，従来の報告による投射ニューロン



























プス小胞の数が EPLo と EPLi で異なるために，












　VGAT は GL で最も多く存在していた．投射
ニューロンは GL では一つの糸球体内に限局し
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Newly developed morphological analysis of the olfactory bulb  
neural circuit using the synaptic markers, VGLUT1 and VGAT.
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ABSTRACT   The olfactory bulb (OB) is the primary center of the olfactory system in the 
brain. The projection neurons of the OB, mitral cells and tufted cells, form dendro-dendritic 
synapses with interneurons on their dendrites and relay olfactory information to higher brain 
regions. Thus, it is necessary to identify the distribution of synapses on mitral cell dendrites to 
study the processing of olfactory information. High-resolution analysis by electron microscopy 
(EM) enables morphological identification of synapses; however, examination of large areas 
is difficult with EM because of its narrow observation range. Further, mitral cells cannot be 
clearly identified with EM. Vesicular glutamate transporter 1 (VGLUT1) and vesicular GABA 
transporter (VGAT) are synapse markers and the usefulness of them for estimating synaptic 
distributions has been reported in many brain regions. Using these markers for quantitative 
analysis of synapses on dendrites of OB projection neurons may provide higher reliability than 
EM analysis. In this study, we examined the usefulness of these markers for identification 
of dendro-dendritic synapses in the mouse OB. First, the OB was single-immunolabeled for 
VGLUT1 or VGAT and processed for EM. Using EM analysis, we observed VGLUT1 labeling in 
asymmetrical synapses and VGAT labeling in symmetrical synapses. Second, individual mitral 
cells were selectively labeled by viral injection and single or double-labeled for VGLUT1, VGAT 
or both. Labeled sites on mitral cells were analyzed with confocal laser scanning microscopy 
and subsequently examined with EM. We identified that 82% of VGLUT1-positive and 79% 
of VGAT-positive sites corresponded to asymmetrical synapses and symmetrical synapses 
identified by EM, respectively. Thus, we conclude that these synaptic markers are reliable for 
qualitative observation and quantification of synapses in the OB. Finally, the OB was double-
labeled for VGLUT1 and VGAT, and examined by confocal microscopy with high-resolution 
montage imaging to analyze distributions of the synaptic markers. VGLUT1 was mainly 
distributed in the external plexiform layer. VGAT was mainly distributed in the glomerular layer 
and moderately in the external plexiform layer. These findings indicate that VGLUT1 and VGAT 
are reliable presynaptic markers for individual synapses and for distribution throughout a brain 
region. (Accepted on August 23, 2016)
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